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	 一方、非変性状態の XPC を用いたプルダウンアッセイの結果から、ヒストン H3 が




ン H3 のアセチル化により XPC との相互作用が顕著に減弱することが示された。以上
 2 
の結果から、XPC は複数の部位においてヒストン H3 と直接相互作用し、ヒストン H3
のアセチル化がこれらの相互作用を負に制御することが明らかになった。 





XPC の局在は XPC 自身の DNA 結合活性及びヒストン H3K9 のトリメチル化修飾や







	 以上の結果は、細胞核内における XPC の局在及び機能が脱アセチル化状態のヒスト











BHD β-hairpin domain 
BPB bromophenol blue 
BSA bovine serum albumin 
CETN2 centrin 2 
ChIP chromatin immunoprecipitation 
CPD cyclobutane pyrimidine dimer 
CS Cockayne syndrome 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium  
DsRm Discosoma sp. red fluorescent protein monomer 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
EGFP enhanced green fluorescent protein 
EGTA ethylene glycol tetraacetic acid 
FBS fetal bovine serum 
FRAP fluorescence recovery after photobleaching 
GGR global genome repair 
HDAC histone deacetylase 
Hepes 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HP1 heterochromatin protein 1 
IPTG isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
MEF mouse embryonic fibroblast 
mKO1 monomeric Kusabira Orange 1 
MPD 3-mercapto-1,2-propanediol 
NaBu sodium butyrate 
NER nucleotide excision repair 
NP-40 Nonidet P-40 
PBS phosphate-buffered saline 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 
Pipes piperazine-1,4-bis (2-ethanesulfonic acid) 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
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PVDF polyvinylidene difluoride 
RFC replication factor C 
RFU relative fluorescence unit 
ROI region of interest 
RPA replication protein A 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
siRNA small interfering RNA 
TCA trichloroacetic acid 
TCR transcription-coupled repair 
TFIIH transcription factor IIH 
TGD transglutaminase-homology domain 
Tris tris (hydroxymethyl) aminomethane 
TSA trichostatin A 
TTD trichothiodystrophy 
UV-DDB UV-damaged DNA-binding protein 
UVsS UV-sensitive syndrome 
XP xeroderma pigmentosum 
























（UV-sensitive syndrome：UVsS）などが知られている[2, 3]。特に XPは紫外線に対する
皮膚の高感受性を特徴とし、高頻度で皮膚がんを発症するほか、一部の症例では進行性
の精神神経症状を合併する。現在までに、XPの遺伝的相補性群として NERに欠損を示
す XP-A 群から XP-G 群までの 7 群及び損傷乗り越え DNA 合成に異常を示すバリアン
ト群（XP-V群）の計 8群[4, 5]、CSの遺伝的相補性群として CS-A群と CS-B群の 2群
[6]、TTD 及び UVSS の遺伝的相補性群としてそれぞれ TTD-A 群、UVSS-A 群の存在が
知られており、それらの責任遺伝子については既にすべてクローニングされている[2]。 
	 真核生物の NER には、転写の鋳型鎖上の損傷を特異的に取り除く転写と共役した修

















MAT1）によって構成される基本転写因子 TFIIH（transcription factor IIH）が呼び込まれ
[16–19]、XPB 及び XPD サブユニットが持つ ATP アーゼ活性及びヘリカーゼ活性によ
って損傷部位周辺の二本鎖 DNA が局所的に一本鎖状態に巻き戻される[20]。この時、
TFIIHによってリクルートされる DNA結合タンパク質 XPAが CDK活性化キナーゼ複
合体を TFIIH から解離させることで、XPB と XPD の ATP アーゼ活性及びヘリカーゼ
活性を促進すると考えられている[21–24]。生じた一本鎖領域は、一本鎖 DNA結合タン




切り出される[25, 26]。最後に生じた一本鎖ギャップが増殖細胞核抗原（proliferating cell 
nuclear antigen：PCNA）及び複製因子 C（replication factor C：RFC）依存的に DNAポリ






存在している[29, 30]。一つは出芽酵母の NER因子として知られる Rad23のホモログで、
哺乳類細胞では RAD23A及び RAD23Bという 2つのパラログが存在する。RAD23タン
パク質は全体として XPC よりも圧倒的に過剰に発現しており、また RAD23B の方が
RAD23A よりも 10 倍程度発現レベルが高い。このため、細胞内の XPC の大部分は
RAD23Bと結合しており、RAD23Aとの複合体はマイナーである。マウスにおける遺伝




ュリン・スーパーファミリーに属するカルシウム結合タンパク質で、XPC の C 末端近
傍に存在するα-ヘリックス領域と相互作用し、これにより XPCの DNAとの結合親和性
が顕著に増強される[33, 34]。 




持つ。出芽酵母の XPCホモログである Rad4と損傷 DNAとの複合体の X線結晶構造解
析から、損傷 DNAとの相互作用において重要な進化上保存された機能ドメインとして
トランスグルタミナーゼ相同領域（transglutaminase-homology domain：TGD）及び 3つ
の連続したβ-ヘアピン領域（β-hairpin domains：BHD1, BHD2, BHD3）が、Rad4及び XPC










から成るヘテロ二量体は紫外線損傷 DNA 結合タンパク質（UV-damaged DNA-binding 
protein：UV-DDB）と呼ばれ、紫外線誘発 DNA 損傷に対して特に高い特異性を持って
結合する[38–40]。UV-DDB は 6-4PP だけでなく、XPC 複合体がほとんど認識できない
CPDに対しても有意な結合を示し[41]、これらの損傷部位に XPCを呼び込んで NERの












	 無細胞系における DNA 損傷と損傷認識因子の相互作用及び NER の反応機構につい
て詳細な解析が進められてきた一方で、実際の生体内における DNA損傷認識とその制
御のさらなる理解には DNAの高次構造の役割を考慮する必要がある。真核生物のゲノ
ム DNA は、4 種類のコアヒストン H2A、H2B、H3、H4 がそれぞれ 2 分子ずつ結合し






を制御する因子の一つとして、ヒトでは 18 種類のヒストン脱アセチル化酵素（histone 
deacetylase：HDAC）の存在が知られているが、そのアミノ酸配列の相同性や細胞内局
在から 4 つのクラスに分類されている。クラス I には出芽酵母 Rpd1 と相同性をもつ
HDAC1、2、3、8が含まれ、これらはいずれも核内に局在する。出芽酵母 Hda1と相同
性をもつクラス IIは核と細胞質の両方に存在し、HDAC4、5、7、9を含むクラス IIaと、
HDAC6、10を含むクラス IIbにさらに分類される。クラス IIIには出芽酵母 Sir2と相同
性をもつ SIRT1-7が含まれ、クラス IVには HDAC11が含まれる[61]。HDACの阻害剤
であるトリコスタチン A（trichostatin A：TSA）はクラス III 以外の HDAC を阻害する
のに対し[62]、酪酸ナトリウム（sodium butyrate：NaBu）は全ての HDACを阻害するこ
とが知られている[63, 64]。 
	 また、ヌクレオソーム間をつなぐリンカーDNA と相互作用するヒストン H1 やその
他のリンカーヒストンは、クロマチンの凝縮を促進して遺伝子発現を抑制するとされて















	 SV40ウイルスにより不死化したヒト正常線維芽細胞WI38 VA13及び XP-C群患者由
来細胞 XP4PASVは、10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum：FBS）、140 µg/ml streptomycin 
sulfate（和光純薬）、70 µg/ml benzylpenicillin potassium（和光純薬）を含む DMEM培地
（日水製薬）を基本培地として用い、37°C、5% CO2条件下で培養した。Xpc 遺伝子欠
損マウス胎仔線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast：Xpc-/--MEF）は Jan Hoeijmakers
教授（Erasmus Medical Center、オランダ）から供与して頂き、上記のヒト由来細胞と同
じ条件で培養した。HaLa S3細胞は 5%仔ウシ血清、140 µg/ml streptomycin sulfate、70 
µg/ml benzylpenicillin potassiumを含むRPMI 1640培地（Thermo Fisher Scientific）を用い、
浮遊細胞培養用フラスコ（住友ベークライト）内で 37°C、5% CO2条件下で培養した。
形質転換細胞株では、選択薬剤として hygromycin B（和光純薬）または puromycin
（Sigma-Aldrich）をそれぞれ有効な濃度を検討した上で使用した。 
	 昆虫細胞 High Fiveは EX-CELL 405無血清培地（Sigma-Aldrich）、Sf9細胞は非働化し




	 使用した各種抗体は表 1、２に示す。 
 
組換えレトロウイルス作製及び細胞への感染 
	 目的タンパク質の cDNAを pMMP-puroレトロウイルス発現ベクタ （ーHarvard Medical 
School、Richard Mulligan博士より供与）に組み込んだコンストラクトを作製した。組換
えレトロウイルス産生用パッケージング細胞 293GPGは、1 µg/ml tetracycline（ナカライ
テスク）、2 µg/ml puromycin、0.3 µg/ml geneticin（Thermo Fisher Scientific）を添加した基
本培地を用いて培養を行った。293GPG細胞を 100 mmディッシュ（Corning）に播種し、
Polyethylenimine Max（Polysciences）を用いて作製したコンストラクトを導入した。24
時間毎に培地交換を行い、5 日目から 7 日目の培養上清をウイルス溶液として回収し、
孔径 0.45 µmの滅菌フィルターで濾過後、-80°Cで保存した。ウイルス感染に用いる細
胞を 100 mmディッシュに播種し、一晩培養した後、培地にウイルス溶液 2 mlと終濃度
8 µg/mlのポリブレン（Sigma-Aldrich）を添加した。24時間後に培地交換を行い、さら










時間培養した。局所紫外線照射を行う場合には、前日に 2 × 105 個の細胞を 35 mmガラ
スボトムディッシュ（poly-D-lysine coated、中心凹部直径 14 mm、MatTek Corporation）
に撒き、37°C、5% CO2条件下で一晩培養した細胞を用いた。照射直前に、培地を除去





	 SDS-PAGE は Laemmliの方法[68]に従って行った。電気泳動により展開したタンパク
質をセミドライ法（4°C、1.5 mA/cm2、1時間）により polyvinylidene difluoride（PVDF）
膜（Immobilon-P、Merck-Millipore）に転写した。転写後の PVDF膜を 5%スキムミルク
（和光純薬）を含む TBS-T［10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.05% Tween-20］（以
後、Blocking bufferと呼ぶ）に浸し、30分間振盪させブロッキングを行った。その後、
Blocking bufferで希釈した一次抗体と 4°Cで一晩反応させた。PVDF膜を TBS-Tで洗浄
後、Blocking bufferで希釈したペルオキシダーゼ標識二次抗体と室温で 30分間反応させ
た。その後 TBS-Tによる洗浄を行い、化学発光基質溶液（ImmunoStar LD、和光純薬）












buffered saline：PBS、日水製薬）で 2回洗浄した。protease inhibitorを添加した buffer A
［10 mM Pipes-NaOH (pH 6.8), 3 mM MgCl2, 0.3 M NaCl, 1 mM EGTA, 0.1% Triton X-100, 
33.3% sucrose］を細胞量に応じて加え、ディッシュ全面に行き渡るように広げた。
protease inhibitorとしては、0.25 mM phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF：Sigma-Aldrich）、
1 µg/ml leupeptin（Roche）、2 µg/ml aprotinin（Roche）、1 µg/ml pepstatin（Roche）、50 µg/ml 
Pefabloc SC（AEBSF：Roche）の混合物を用いた（濃度はすべて終濃度）。氷上で 1 時
間溶解させた後、細胞をスクレーパーで掻き取って 1.5 ml チューブへ移し、遠心分離
（20,400 × g、4°C、5 min）により得られた上清を可溶性画分として回収した。ペレッ




	 組換えバキュロウイルス作製用ベクターpFastBac1（Thermo Fisher Scientific）に目的
タンパク質の cDNAを組み込み、Cellfectin II Reagent（Thermo Fisher Scientific）と無血
清培地 Grace’s Insect Medium, unsupplemented（Thermo Fisher Scientific）を用いて昆虫細
胞 Sf9に導入した。5時間後に 10%非働化 FBSを含むGrace’s Insect Medium, supplemented





	 FLAG タグを融合した XPC の欠失変異体は昆虫細胞を用いて発現精製を行った。昆
虫細胞 High Fiveを 150 mm ディッシュに播種し、80%コンフルエントとなるまで培養
した。培地を除去後、ウイルス溶液 2 mlを加え、細胞が乾かないよう 15分に一度ディ
ッシュを傾けてウイルス液を全体に行き渡らせながら、27°Cで 2時間感染させた。18 ml
の EX-CELL 405培地を加えた後、さらに 2日間培養し、目的タンパク質を発現させた。
この感染細胞をディッシュからスクレーパーを用いて掻き取り、190 × gで 10分間遠心
した後、PBSで 2回洗浄した。これを protease inhibitor を添加したNP lysis buffer ［25 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 0.3 M NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40（NP-40）］で懸
濁し、氷上に 30分間置いた後、2,330 × gで 10分間遠心した。上清を捨て、ペレットに
protease inhibitor を添加した NP lysis bufferを加え、超音波発生機を用いて破砕・懸濁し
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た後、遠心分離（9,100 × g、4°C、10 min）により得られた上清を粗抽出液として精製
に使用した。 
	 次に、NP lysis bufferで平衡化した anti-FLAG M2 agarose beads（Sigma-Aldrich）に昆
虫細胞から調製した粗抽出液及び Benzonase（終濃度 5 U/ml：Merck-Millipore）を添加
し、4°Cで 1時間、ローテーターを用いて転倒混和した。遠心分離（2,330 × g、4°C、
10 min）により上清を除いた後、PET buffer［20 mM sodium phosphate (pH 7.8), 1 M NaCl, 
1 mM EDTA, 0.01% Triton X-100, 10% glycerol, 0.25 mM PMSF］で 5回洗浄した。200 
µg/ml FLAG peptide（Sigma-Aldrich）を含む PET bufferをビーズに加え、1 時間随時タ
ッピングすることにより撹拌し溶出した。遠心（2,330 × g、4°C、2 min）によりビーズ
から溶出したタンパク質画分を回収し、MicroSpin Empty Column（GE Healthcare）を通
すことで、ビーズを完全に除去したサンプルを得た。 
	 一部の XPC の欠失変異体は大腸菌で発現精製を行った。pET-28a ベクター（タカラ
バイオ）を用いて N末端に Hisタグを融合した XPC欠失変異体の cDNAを含むコンス
トラクトをヒートショック法で宿主大腸菌 BL21（DE3）株に導入した。この大腸菌株
を OD600値が 0.9 に達するまで培養後、終濃度 0.4 mM になるように isopropyl β-D-1- 
thiogalactopyranoside（IPTG）を加え、16°C で一晩発現誘導を行った。発現させた組換
えタンパク質を含む封入体を buffer B［50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.3 M NaCl, 6 M urea (和
光純薬), 5% glycerol］中で超音波処理により破砕し、可溶化させた。得られた XPCの
欠失変異体を含む画分を TALON Metal Affinity Resin（タカラバイオ）を用いて精製し
た。 




	 細胞抽出液 5~20 µl、検量線作成用のウシ血清アルブミン（bovine serum albumin：BSA、
Sigma-Aldrich）溶液（0.5 mg/ml）0、5、10、15、20 µlに超純水を加え全容を 20 µlにし
たものに、Bradford Ultra Reagent（Expedeon）を 300 µlずつ加え、ボルテックスミキサ





	 2 × 105 個の細胞を 35 mmガラスボトムディッシュに撒き、37°C、5% CO2条件下で
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一晩培養した。PBSで 2回洗浄した後、16%パラホルムアルデヒド溶液（メタノール不
含、和光純薬）を PBS で希釈して終濃度 2%にしたものを加え、室温で 10 分間静置し
て細胞の固定を行った。PBSで 2回洗浄後、0.5% Triton X-100を含む PBSを加え、室
温で 10分間静置して細胞膜透過処理を行った。PBSで 2回洗浄後、2% FBSを含む PBS
を加え、室温で 30分間静置しブロッキングを行った。PBSで 2回洗浄後、0.5% FBSを
含む PBSで希釈した一次抗体を加え 4°Cで一晩静置した。PBSで 2回洗浄後、0.5% FBS
を含む PBSで希釈した Alexa Fluor標識二次抗体（Thermo Fisher Scientific）を加え 37°C
で 30 分間静置した。PBS で 2 回洗浄後、4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）を含む
Vectashield Mounting Medium（Vector Laboratories）に浸し、上から丸形カバーガラス（直
径 12 mm、松浪硝子）で覆った。このディッシュを倒立型蛍光顕微鏡（IX71、オリンパ
ス）及び LSM700共焦点レーザースキャン顕微鏡（Carl Zeiss）を用いて観察した。 
	 抗 6-4PP 抗体で免疫染色を行う場合には、2%パラホルムアルデヒドの代わりに PBS
で 2.5倍希釈した 10%ホルマリン溶液（和光純薬）を用いて細胞の固定を行った。細胞
膜透過処理の後、2 M HClを加え室温で 10分静置して DNAの変性処理を行った。その
後 PBSで 2回洗浄し、一次抗体以降の処理は上記と同様に行った。 
 
XPC 複合体精製 




換えレトロウイルスを HeLa S3浮遊細胞に感染させて安定発現細胞を得た。 
	 形質転換 HeLa S3細胞株から XPC複合体を精製する際には、大量培養装置（セルマ
スター、和研薬）を用い、培地量 3リットルで浮遊培養を行った。細胞密度がおよそ 8 
× 105個/mlに達した時点で細胞を遠心分離（190 × g、4°C、10 min）で集め、PBSで洗
いながら 50 ml チューブへ移した。次に細胞ペレットの 4 倍量の buffer C［10 mM 
Hepes-NaOH (pH 7.9), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 0.5 mM 
PMSF］を加え、Dounce型ガラス製ホモジナイザー（Wheaton）を用いて 20回ホモジナ
イズした後、遠心分離（1,000 × g、4°C、10 min）により細胞質画分を除いた。ペレッ
トをさらに遠心分離（25,000 × g、4°C、20 min）を行って上清を取り除いた後、buffer D
［20 mM Hepes-NaOH (pH 7.9), 25% glycerol, 0.42 M KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 
0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF］を加え、20回ホモジナイズを行うことにより核を懸濁した。
随時混和しながら氷上に 30分間置き、遠心分離（25,000 × g、4°C、30 min）後の上清
 15 
を核抽出液として回収し、buffer E［20 mM Hepes-NaOH (pH 7.9), 20% glycerol, 100 mM 
KCl, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF］に対して透析を行ったものを精製に用
いた。 
	 抗 HA（12CA5）抗体ビーズを buffer F［20 mM sodium phosphate (pH 7.8), 0.3 M NaCl, 
10% glycerol, 0.25 mM PMSF］で平衡化した後、透析後の核抽出液を添加し、ローテー
ターを用いて 4°Cで一晩転倒混和した。遠心分離（2,330 × g、4°C、2 min）により回収
したビーズを buffer Fで 5回洗浄した後、終濃度 16 U/mlの PreScission proteaseを含む
buffer F に懸濁して 4°C で反応することにより HA タグを切断した。この溶出画分を
buffer Fで平衡化した抗 DYKDDDDKタグ抗体ビーズ（和光純薬）に吸着させ、洗浄後




	 N末端に FLAGタグを融合した XPC（FLAG-XPC）を安定に発現する XP4PASV細胞
の培地に、HDAC 阻害剤 TSA（和光純薬）をさまざまな濃度添加し、16 時間処理を行
った。培養後のディッシュを氷上に置き、氷冷した PBSで 2回洗浄した後、10 mM NaBu
及び 0.1% Triton X-100を含む buffer G［10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 2 mM 
MgCl2, 2 mM 3-mercapto-1, 2-propanediol（MPD：和光純薬）］を加え、ディッシュ上の細
胞をセルリフターで掻き集めて 1.5 ml チューブへ移した。遠心分離（800 × g、4°C、5 min）
後、10 mM NaBuを含む buffer Gを加え、再び遠心分離（800 × g、4°C、5 min）した。
ペレットに buffer H［50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaHSO3, 1% MPD］を加え、遠心
分離（9,100 × g、4°C、5 min）によりペレットを洗浄した。 
	 ヒストンタンパク質を全て抽出する場合は、0.15 M NaClを含む buffer Hを添加して
ペレットを懸濁し、氷上で 30分間静置後、遠心分離（9,100 × g、4°C、5 min）で核内
の非ヒストンタンパク質を除いた。ヒストン H1を他のヒストンと分離する場合は、0.6 
M NaClを含む buffer Hでペレットを懸濁し、氷上で 30分間静置後、遠心分離（9,100 × 
g、4°C、5 min）により、上清に溶出したヒストン H1画分をチューブに回収した。いず
れの場合も得られたペレットを超純水中で超音波処理することで懸濁し、H2SO4 と
NaHSO3を最終濃度がそれぞれ 0.4 N、50 mMとなるように加え、氷上で 30分間静置し
た。遠心分離（13,000 × g、4°C、5 min）後、ヒストンを含む上清をシリコン処理した
1.5 mlチューブへ移し、最終濃度 20%となるようにトリクロロ酢酸（trichloroacetic acid：
TCA、和光純薬）を加え、氷上で 1時間以上静置した後、遠心分離（13,000 × g、4°C、
10 min）した。ペレットに 0.6% HCl を含む氷冷したアセトンを加え、超音波破砕器
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（Bioruptor UCD-300、コスモバイオ）を用いて 30秒間超音波処理することによりチュ
ーブの壁に付着したタンパク質の沈殿を遊離させた。遠心分離（13,000 × g、4°C、10 min）





	 Protein Gが結合した磁気ビーズ（FG beads Protein G：多摩川精機）0.1 mgを 1.5 ml
チューブに取り、氷冷した PBSでビーズを 2回洗浄した後、100 µlの PBSで懸濁した。
そこへ抗ヒストン H1.2抗体または抗ヒストン H3抗体を添加し、氷上で 30分間反応を
行った。その後、buffer I［10 mM Hepes-NaOH (pH 7.9), 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 10% 
glycerol］を用いてビーズを 3回洗浄し、H1.2を結合させる場合には PBS、H3.1を結合
させる場合には buffer J［20 mM Tris-HCl (pH 7.8), 2 M NaCl］でさらにビーズを洗浄し、
50 µlの同じ緩衝液に懸濁した。H1.2または H3.1の組換えタンパク質をそれぞれ加え、
4°Cで 1時間反応させることでビーズに結合させた。固定に用いた緩衝液でそれぞれの
ビーズを 5回洗浄し、buffer K［20 mM sodium phosphate (pH 7.8), 0.3 M NaCl, 0.2 mg/ml 
BSA, 0.1% Triton X-100, 10% glycerol, 0.25 U/µl Benzonase］で 2回洗浄した後、50 µlの
buffer Kにビーズを懸濁し、目的タンパク質を加えて 4°Cにて 1時間反応させた。その
後、buffer Kでビーズを 5回洗浄し、1 × SDS-sample buffer［65 mM Tris-HCl (pH 6.8), 1% 




	 ヒストン H3.1のアセチル化実験では、上記の方法でヒストン H3.1をビーズに結合さ
せて洗浄した後、50 µlの HAT buffer［50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 10% glycerol, 
1 mM DTT, 0.12 mM acetyl-CoA］に懸濁した。組換え CBP-FLAGタンパク質（2.5 µg）




	 Xpc-/--MEF細胞を親株とし、N末端に enhanced green fluorescent protein（EGFP）を融
合した XPC（EGFP-XPC）及び単量体 DsRed（Discosoma sp. red fluorescent protein 
monomer：DsRm）を融合した HP1α（DsRm-HP1α）を共に安定に発現する細胞を樹立
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した（それぞれ 200 µg/ml hygromycin B及び 2 µg/ml puromycinにより選択）。35 mmガ
ラスボトムディッシュに細胞を 2 × 105 個撒き、37°C、5% CO2条件下で一晩培養し、
使用直前に培地量を 750 µlにした。Opti-MEM培地（Thermo Fisher Scientific）250 µl中
に目的タンパク質に対する siRNA（またはネガティブコントロール siRNA）を 100 nM、





	 sense strand   5’- ACC UCU UUG ACC UGG ACU ATT -3’ 
	 anti-sense strand  5’- UAG UCC AGG UCA AAG AGG UAG -3’ 
 
光褪色後蛍光回復法 
	 EGFP-XPC及び DsRm-HP1αを共に安定に発現する Xpc-/--MEF細胞を 35 mmガラスボ
トムディッシュに 2 × 105 個撒き、37°C、5% CO2条件下で一晩培養した。共焦点レー
ザースキャン顕微鏡により、細胞核の任意の部分へ波長 488 nm及び 555 nmのレーザー










マチン免疫沈降（ChIP）が行われた。その結果、XPC や DDB2 が結合したクロマチン










	 次に、DDB2 や XPC による損傷認識の過程における脱アセチル化の関与を調べるた
め、DDB2及び XPCの紫外線損傷部位へのリクルートに対する HDAC阻害剤の影響の
解析が行われた。図 8に示すシステムを用いて蛍光顕微鏡観察下で細胞核内の局所に深









た。細胞に 400 J/m2の線量で紫外線を照射し、30分後に固定して H3K27acを特異的に
認識する抗体を用いて免疫蛍光染色を行った（図 10 A）。この方法では EGFP-XPCの局
在から紫外線が照射された領域を特定することができるが、少なくとも一部の紫外線損
傷部位において、EGFP-XPC と H3K27ac のシグナル強度が逆相関する傾向が認められ





















端から 27個のアミノ酸を欠失したヒストン H3.1変異体を用いて SDS-PAGE及び CBB
染色を行い、ヒストン H3の量がほぼ同程度になるように量を調整した（図 13 A）。こ
れらのサンプルを SDS-PAGEで展開後、PVDF膜に転写し、組換え XPC-RAD23B複合
体と反応させた後、抗 XPC抗体を用いて検出した。その結果、XPC-RAD23B複合体が
ヒストン H3 と直接相互作用すること、N 末端テール領域を欠失したヒストン H3.1 で
はこの相互作用が著しく減弱することが示された（図 13 B）。 
	 一方、細胞から調製したヒストン画分において XPC-RAD23B 複合体がヒストン H3
よりも移動度の低い別のタンパク質とも相互作用する可能性が見出された（図 13 B）。
SDS-PAGE上の移動度から、このタンパク質がヒストン H1ではないかと予想した。細




いた。これら 3 種類のヒストン画分を大腸菌で発現・精製した組換えヒストン H1.2 タ
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ンパク質とともに SDS-PAGE で展開し、CBB 染色によりヒストン H1 の量がほぼ同程
度になるように量を調整した（図 14 A）。これらのサンプルに対して組換え
XPC-RAD23B 複合体の結合をファーウエスタンブロットで調べたところ、細胞から調
製したリンカーヒストン及び組換えヒストン H1.2との相互作用が確認できた（図 14 B）。 
以上の結果から、XPC-RAD23Bはヒストン H3及びヒストン H1と直接相互作用するこ











しない）。そこで、この中央領域を除くヒト XPCの 1番目から 324番目までのアミノ酸
を含む N末端領域（N1）及び 513番目から 870番目まで（C1）及び 513番目から 940
番目まで（C2）のアミノ酸を含む 2種類の C末端領域にそれぞれ FLAGタグを融合し
た組換えタンパク質をバキュロウイルス発現系を用いて調製した（図 16 A）。3種類の
変異 XPCタンパク質を SDS-PAGEにて展開し、PVDF膜に転写後、組換えヒストン H3.1
タンパク質と抗ヒストン H3抗体を用いてファーウエスタンブロットを行った。その結
果、この条件においては、ヒストン H3 は XPC の N 末端領域と相互作用することが示
された（図 16 B）。同様の実験から、この N末端領域はヒストン H1.2とも相互作用す
ることが見出された（図 17）。 
	 ヒストンとの相互作用に関わる領域をさらに詳細に同定するため、XPC の N 末端領
域（1-324）から、構造的に disorder していると予想される N 末端のテール領域を部分
的に欠失した二種類の変異 XPC（65-324及び 128-324）を新たに設計した（図 15）。前








ストン H1.2 及び H3.1 との相互作用において、XPC の N 末端テール領域が重要な役割
を担っていることがわかった。 
 
非変性条件における XPC とヒストン H3 の相互作用の解析 
	 一連のファーウエスタンブロット解析により、XPC の N 末端領域とヒストンの相互
作用が示されたが、非変性状態のタンパク質の構造に依存した別の相互作用が存在する
可能性は否定できない。そこで次に、抗体を用いたプルダウンアッセイにより、非変性
状態の XPCとヒストン H3の相互作用を調べた。まず Protein Gを固定化した磁気ビー
ズに抗ヒストン H3 抗体を結合させ、さらに組換えヒストン H3.1 タンパク質を結合さ
せた。このビーズに対して XPC-RAD23B 複合体を添加したところ、予想通り特異的な




トン H3.1 全長タンパク質と相互作用したのに対し、N 末端領域の特異的な結合はほと




変性条件下においては XPCの C末端領域（513-870）が主にヒストン H3との相互作用
を担っており、N 末端領域のヒストン H1 及び H3 との相互作用はそれに比べて非常に
弱いか、タンパク質の立体構造、もしくはヒストンに結合した抗体の影響で相互作用が
妨害されている可能性が考えられる。 
	 ここで使用した XPCの二種類の C末端領域は、いずれも CETN2サブユニットとの
結合部位であるα-ヘリックス領域（847-866）を含んでいる[33]。CETN2 の結合は XPC




組換え CETN2との複合体として精製した（図 20 A）。ヒストン H3.1を固定化した磁気
ビーズと反応させ、プルダウンアッセイを行った結果、XPC の C 末端領域（513-870）
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とヒストン H3.1 の相互作用に対して CETN2 の有無による影響は見られなかった（図
20 B）。このことから、XPCにおける CETN2結合部位はヒストン H3との相互作用には
関与しないこと、また CETN2 の結合はヒストン H3 との相互作用を妨害しないことが
示唆された。 
 
ヒストン H3 のアセチル化は XPC との相互作用を減弱させる 
	 これまでの結果で、DNA 損傷認識過程へのヒストン脱アセチル化の関与が示唆され
ていたことから、次に XPCとヒストンの相互作用に対するアセチル化の影響を調べた。
まず、細胞をさまざまな濃度の TSAで処理した後、全ヒストン画分を調製した（図 21 
A）。この処理により、TSA の用量依存的にヒストンのアセチル化が亢進することを、
ウエスタンブロットにより確認した（図 21 B）。同じサンプルに対して XPC-RAD23B
複合体を用いたファーウエスタンブロットを行ったところ、TSA の処理濃度の上昇に
伴ってヒストン H3との相互作用の減弱が見られた（図 21 B）。以上の結果から、ヒス
トン H3 のアセチル化が XPC-RAD23B 複合体との相互作用を負に制御する可能性が示
された。そこで次に、H3K27 のアセチル化に関わることが知られているヒストンアセ
チル化酵素 CBP [74]の組換えタンパク質を用いて、Protein Gビーズに結合させたヒス
トン H3.1 に対してアセチル化反応を行った後、プルダウンアッセイを行った。その結
果、ヒストン H3.1をアセチル化することにより、XPC-RAD23B複合体との相互作用が
著しく減弱することがわかった（図 22）。以上の結果から、ヒストン H3 のアセチル化
は、XPCとの相互作用を負に制御することが示唆された。 
 
マウス細胞において XPC はヘテロクロマチンに局在する 















ることが見出された（図 23 A）。この細胞を HDAC阻害剤で処理した場合、濃度依存的

















Xpc-/--MEF 細胞に Suv39h1 と Suv39h2 の mRNA が共通に持つ配列を標的とする siRNA
を導入し、48時間後にクロマチン画分を調製した。この細胞で H3K9me3のレベルが低
下していることをウエスタンブロットにより確認した（図 25 A）。次に、同様に siRNA
を導入後 2 日目の細胞を固定し、抗 HP1α抗体及び抗 H3K9me3 抗体を用いた免疫蛍光
染色を行った。その結果、Suv39h1 及び Suv39h2 の発現抑制細胞において HP1α及び
H3K9me3 のクロモセンター領域への局在が顕著に減弱したのに対し、EGFP-XPC の局
在は維持されていた（図 25 B）。このことから HP1と XPCのクロモセンター領域への
局在が、異なる要因によって規定されていることが示された。 
 
ヘテロクロマチンにおける XPC の存在様式の解析 
	 XPC のクロモセンター領域への局在が HP1αとは異なり、H3K9me3 に依存しないこ
とがわかったので、この局在を規定する要因を調べるため、まず XPCの DNA結合活性
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	 次にクロモセンターにおける XPC と HP1αの局在がどの程度動的であるのかを知る
ため、EGFP-XPC及び DsRm-HP1αを共に安定発現する Xpc-/--MEF細胞を用いて光褪色























	 当研究室の先行研究において行われた ChIP 解析では、紫外線照射の有無に関わらず
DDB2や XPCが結合したクロマチン領域において H3K14acや H3K27acがほとんど検出
されなかった（図 6）。これらのヒストン修飾は転写の活性化に関わり、ユークロマチ
ンの指標であるとされている。一方で、転写の抑制に関わり、凝縮したヘテロクロマチ
ンの指標の一つである H3K9me3 は ChIP 画分においてヒストン総量に見合うレベルで
検出された。これは損傷の有無に関わらず DDB2、XPC が存在するクロマチン領域が、
構造的に一部ヘテロクロマチンと共通した性質を備えている可能性を示唆している。さ
らに HDAC 阻害剤によって紫外線照射後の DNA 損傷の除去が遅延する傾向が見られ









































	 実際に XPC がどのような因子と相互作用して働いているのかを明らかにすることは、
細胞内における NER の新たな制御機構の解明の糸口になると期待される。本研究にお
いて XPC を含むタンパク質複合体を HeLa 細胞からアフィニティ精製し、相互作用因
子の網羅的な探索を行った。質量分析の結果、既知の相互作用因子も含め多数の因子が
同定された中で、ヒストン H3 及び H4 が含まれていた。ファーウエスタンブロットや
プルダウンアッセイの結果、実際に XPC がヒストン H3 と直接相互作用することを見





ルダウンアッセイ）ではむしろ XPCの C末端領域が主にヒストン H3と相互作用した。
これらの相互作用が協調的に働いているのかどうかなど、お互いの関係については今後
明らかにする必要があるが、大変興味深いことにヒストン H3の N末端から 27個のア
ミノ酸を欠失させるといずれの相互作用も著しく減弱した。しかも、全長 XPC を含む
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非変性状態の XPC-RAD23B 複合体とヒストン H3 との相互作用は、ヒストンのアセチ
ル化の亢進により減弱することが示された（図 21）。XPCの N末端領域と C末端領域、
それぞれの相互作用に対するヒストンアセチル化の影響を今後調べる必要があるが、本
研究で示した NER に対する HDAC 阻害剤の影響及び XPC の局在制御に、これらの相





	 また本研究では、XPC がヒストン H1 とも直接相互作用することが初めて示された。






























ムの X線結晶構造解析の結果から、2分子のヒストン H3の N末端テールはいずれもリ









表 1 一次抗体リスト 
 
抗原 メーカー 製品コード 免疫動物 
Ac-K Cell Signaling 9681 マウス 
CETN Sigma-Aldrich C7736 ウサギ 
DYKDDDDK 和光純薬 014-22383 マウス 
H3 Abcam ab1791 ウサギ 
H3K9ac モノクローナル抗体研究所 MABI0305 マウス 
H3K9me3 モノクローナル抗体研究所 MABI0308 マウス 
H3K27ac モノクローナル抗体研究所 MABI0309 マウス 
His-tag 和光純薬 9C11 マウス 
HP1α バイオアカデミア 70-221 ウサギ 
6-4PP (64M-2) コスモバイオ NM-DND-002 マウス 
 
 
抗原 免疫動物 由来 
H1.2 ウサギ 早稲田大・胡桃坂仁志教授より供与[71] 
H3K14ac マウス 東工大・木村宏教授より供与[91] 




表 2 二次抗体リスト 
 
抗原 メーカー 製品コード 
Alexa Fluor 594標識抗ウサギ IgG Thermo Fisher Scientific A11037 
Alexa Fluor 405標識抗マウス IgG Thermo Fisher Scientific A31553 
Alexa Fluor 594標識抗マウス IgG Thermo Fisher Scientific A11032 
HRP標識抗ウサギ IgG  医学生物学研究所 458 



























図 2 哺乳類における NER の分子機構モデル  
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図 3 損傷 DNA に結合した出芽酵母 Rad4-Rad23 複合体の X線結晶構造 
	 CPDを含む損傷DNAと結合した Rad4-Rad23複合体のX線結晶構造及び Rad4、Rad23
それぞれのドメイン構造を示す。Rad4 は 3 つのβ-ヘアピンドメイン（BHD1, BHD2, 
BHD3）を持っており、損傷 DNAと相互作用する際には BHD3が二本鎖 DNAの間に挿
入され、BHD2と BHD3が非損傷 DNA鎖を挟み込むような構造をとる。Rad4複合体の


















図 4 GGR における 2つの損傷認識経路  



































図 5 クロマチン構造による遺伝子発現の制御 


























図 6 DNA 損傷認識因子が結合するクロマチン領域のヒストン修飾 
 FLAG-XPC FŗŚɪəB XP4PASV ʤˁ;ųͿĎ2 FLAG-DDB2 FŗŚɪəB
WI38 VA13ʤˁ;ĖͿFɞ	ʣňʰ 10 J/m2FɍŨƏ88*ǥ͏Ľͷ Ə+







 ND  5  30  60 
1%  input  










 ND  5  30  60 
1%  input  
 ND    5    30    60 

































   NT    20   200   2000 
TSA (nM)  NaBu (mM) 
 NT    1    10    100 
* 
*p = 0.01 












図 7 HDAC 阻害剤処理により 6-4PP の修復が遅延する 
;AͿWI38 VA13ʤˁF88*Ɇſ. HDAC͒ŝõ;TSAĎ2 NaBuͿ' 6ǥ͏ê
ɚ ƏI`fĂs^j.zFLN^dwgj+?Aȇì ʨǽ 
;BͿ2 µM TSA8 / 10 mM NaBu' 6ǥ͏êɚ WI38 VA13ʤˁ+ʣňʰF 10 J/m2








図 8 正倒立型蛍光顕微鏡を用いた局所紫外線照射システム 
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図 9 HDAC 阻害剤処理により XPC の局所紫外線照射部位への集積が遅延する 
 DDB2-mKO1FŗŚɪəBWI38 VA13ʤˁ;ųͿĎ2 EGFP-XPCFŗŚɪəB























































































図 10 紫外線損傷部位におけるヒストン H3K27 アセチル化の減弱 
;AͿEGFP-XPC FŗŚɪəB XP4PASV ʤˁFɞ	œƌ 5 !m .IKb~I
wvJdF̩&ʣňʰF 400 J/m2.ʰ͈'ɍŨ ɍŨ 30íƏ+ĲŚ
Ʋs^j H3K27ac Ʋ¿Fɞ	&Þɦ˝ÝȀˎFˠ# EGFP Ď2 Alexa Fluor 594
.˝ÝFâɋɉ[^RͲƔ͌Fɞ	&ȇì ;^Vq΂5 !mͿ
























































































図 11 ヒストン H3K27 アセチル化の減弱は紫外線量に依存する 
;AͿEGFP-XPC FŗŚɪəB XP4PASV ʤˁFɞ	œƌ 5 !m .IKb~I
wvJdF̩&ʣňʰF 100200400 J/m2.ʰ͈'CCɍŨ ɍ
Ũ 30 íƏ+ĲŚƲs^j H3K27ac Ʋ¿Fɞ	&Þɦ˝ÝȀˎFˠ# EGFP
Ď2 Alexa Fluor 594.˝ÝFâɋɉ[^RͲƔ͌Fɞ	&ȇì ;^
Vq΂5 !mͿ 
;BͿEGFP-XPC.͟ʌ̽».ãÓ+͐ƖͭĻ;region of interest΂ROIͿF˹ŚĆ
»ͧʌ A. H3K27ac .\UlƇſFʘì .ÒFȃá¿.Ć»ͧʌ 
A. H3K27ac.\UlƇſ'͖ʘ&ȢFȧ; ėʣňʰ͈ A 19´.ʣň
ʰɍŨ̽»+$	&˶ʘ ʨǽF}gT^xgj+?#&ɿ ʣňʰɍŨ̽»
+	&H3K27ac.\UlǯƦ+¼ )







図 12 HA-FLAG 二重タグを融合した XPC の発現と複合体精製 
 XPC. NǳʒÓ+FLAGdUPreScission proteasè̉̿ïHAdUFͫȓ˞Ę
jLK^ɪəzTdpOZN+ʦ9̡G!x^kFÁ˧ CFľ
+ɝɜC ʦǇjLK^F HeLa S3ȳ̰ʤˁ+ƧȀƏŗŚɪəʤˁȂFƑ
 .ʤˁ@ȃƵìȶF̅˧ų+ɿƯͫ+?A XPC FĜ:˨Ę¿FĆ͡
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図 13 XPC-RAD23B はヒストン H3 と直接相互作用する 
;AͿFLAG-XPCFŗŚ+ɪəB XP4PASVʤˁ@̅˧ ás^jdrT̔
ɢí(ʦǇs^j H3.1á͍drT̔;FLͿĎ2 NǳʒhͭĻFȒŎ 
H3.1;tail-less΂TLͿFCC SDS-PAGE'Ů͎ƏCBBȀˎFˠ#  
;BͿ;AͿ(ęȌ.Zx+ť&ʦǇ XPC-RAD23B˨Ę¿Ď2Ʋ XPCƲ¿F
ɞ	&vHLN^dwgjFˠ# ;ͿXj(&s^j H3








































図 14 XPC-RAD23B はヒストン H1 と直接相互作用する 
;AͿXP4PASV ʤˁ@̅˧ ás^jdrT̔ɢí;wholeͿXIs^j
F+Ĝ:ɢí;coreͿPs^jF+Ĝ:ɢí;H1ͿĎ2ʦǇs^j













図 15  XPC の機能ドメイン構造 
 sj XPC drT̔.Ip̈́̿ï+ľ%¥ʊͳ.xU;DisProt
DISOPRED3Ϳ+?A˶ʘ disorder probabilityFxgj ʨǽFXPC.ǜɶ.








































TGD: transglutaminase-homology domain 
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図 16 ヒストン H3 は XPC の N末端領域と相互作用する 
;AͿı 15 +ɿ XPC .kKȋ̫Fľ+ō.ŋɌŇƞͭĻF͖	 XPC
. NǳʒͭĻ;N1ͿĎ2 CǳʒͭĻ;C1, C2Ϳ+CC FLAGdUF˞ĘqR
LK^ɪəʞFɞ	&ɪəʜ˧ ʦǇdrT̔F SDS-PAGEĎ2 CBB
Ȁˎ+?Aȇì  


























図 17 ヒストン H1 は XPC の N末端領域と相互作用する 
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図 18  XPC の N末端テール領域がヒストンとの相互作用に関与する 
 XPC. NǳʒͭĻ;N1Ϳ@ɓŚ.ȋ̫FĒ@*	(ǃȾCBhͭĻF̽
íɫ+ȒŎ ¥ʊͳ.Ňɥ XPCdrT̔;N2, N3ͿF˹˶6 " HisdU˞Ę
drT̔(&Ŋ˅˕'ɪəʜ˧Fˠ# C@. XPC drT̔ǘɐ+ť
&ʦǇs^j H1.2;AͿĎ2 H3.1;BͿ(.ɱ¦ÁɞFvHLN^dwg
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図 19  XPC は C末端領域においてもヒストン H3と相互作用する 
;AͿƲs^j H3Ʋ¿FʨĘ Protein Gt_+ʦǇs^j H3.1dr
T̔FĲŚĂ Xj(&s^j H3.1FĜ8*	t_;–ͿFęǥ+
Á˧ ʦǇ XPC-RAD23B ˨Ę¿Fú&xeLIg`KFˠ	ʨĘ 
drT̔FƲ XPCƲ¿Fɞ	 LN^dwgj+?Aȇì  
;BͿs^j H3.1á͍drT̔;FLͿĎ2 NǳʒhFȒŎ s^j H3.1
Ňɥ¿;TLͿFĲŚĂ t_+ť&ı 16Ď2ı 17'ɞ	 XPC. Nǳʒͭ
Ļ;N1ͿĎ2 2ʊ. CǳʒͭĻ;C1, C2ͿFȸĘ <.FĐƚʨĘ d
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図 20 ヒストン H3 と XPC の C末端領域の結合は CETN2 の影響を受けない 
;AͿFLAG dUF˞Ę XPC . C ǳʒͭĻ;C1ͿFʦǇdrT̔(&ǟ˜
ʤˁ'ɪəCETN2 .Ŕĵ;+ͿĎ2ͦŔĵ;–Ϳ'ʛʜ˧ ZxF
SDS-PAGE'Ů͎Ə͉ȀˎFˠ#  
;BͿ;AͿ'̅˧ ZxFɞ	&ı 19 (ęȌ+xeLś͸Fˠ	s^j
 H3.1(.ɱ¦Áɞ+ťB CETN2.ƊͩF̅5 ;ͿCETN2.ʨĘɔƨFɼ̀
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図 21 ヒストン H3 の高アセチル化により XPC との相互作用が減弱する 
;AͿFLAG-XPCFŗŚ+ɪəB XP4PASVʤˁF88*Ɇſ. TSA' 16ǥ͏
êɚ Əás^jdrT̔ɢíF̅˧& SDS-PAGEĎ2 CBBȀˎFˠ#  
;BͿ;AͿ(ęȌ.Zx+ť&ʦǇ XPC-RAD23B˨Ę¿Ď2Ʋ XPCƲ¿Fɞ
	 vHLN^dwgjFˠ# Xj(&I`fĂ]



















図 22 CBP によるヒストン H3のアセチル化は XPC との相互作用を減弱させる  
 Ʋs^j H3Ʋ¿F¯& Protein Gt_+ʨĘ s^j H3.1+ť&ʦ
Ǉ CBP drT̔.Ŕĵ;+ͿĎ2ͦŔĵ;–Ϳ'I`fĂĐƚFˠ# Ə
XPC-RAD23B ˨Ę¿Fú&xeLIg`KFˠ# ʨĘɢí+ť&Ʋ XPC
Ʋ¿Fɞ	 LN^dwgj+?AȇìFˠ# ;Ϳs^j H3 .I`f
Ăɔƨ.ƹȍ(&Ʋs^j H3K27acƲ¿;ͿiJUXj(&
Ʋs^j H3 Ʋ¿Fɞ	&LN^dwgjFˠ# ;ͿI`fĂĐƚ+?
#&s^j H3.ʈÿſŇĂ&	B./]Țľ.ËͶ+?AdrT̔.
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図 23 マウス細胞において XPC と HP1!はヘテロクロマチン領域に共局在する 
;AͿEGFP-XPCĎ2 DsRm-HP1!Fâ+ŗŚɪəB Xpc-/--MEFʤˁFĲŚDAPI
' DNAFȀˎƏ˝ÝͲƔ͌˱ţFˠ# ;^Vq΂10 !mͿ 
;BͿ;AͿ(ęȌ.ʤˁ+ť10 mM NaBu</ 2 !M TSA.Ŕĵ' 6ǥ͏Ľ







































図 24 マウス細胞における H3K27ac の局在 
 EGFP-XPC FŗŚɪəB Xpc-/--MEF ʤˁFĲŚƏȓƲ¿(&Ʋs^j
H3K27acƲ¿Fɞ	&ÞɦȀˎFˠ# EGFPĎ2 Alexa Fluorȍ̉¥ȓƲ¿.˝ÝF



















































図 25 Suv39h1/2 の発現抑制は XPC のヘテロクロマチン局在に影響しない 
;AͿEGFP-XPCFŗŚɪəB Xpc-/--MEFʤˁ+Suv39h1( Suv39h2.ǚFȍɫ
(B siRNA;siSuv39h1/2ͿĎ2oQhJwXj siRNA;siNCͿFũà 
2 ǝɯ.ʤˁ@TfɢíF̅˧Ʋs^j H3K9me3 Ʋ¿Fɞ	&LN^
dwgjFˠ# iJUXj(&Ʋs^j H3Ʋ¿Fɞ	
 LN^dwgjFˠ#  
;BͿEGFP-XPCFŗŚɪəB Xpc-/--MEFʤˁ+siSuv39h1/2Ď2 siNCFũà 
2 ǝ͏Ľͷ Ə+ʤˁFĲŚȓƲ¿(&Ʋ HP1!Ʋ¿Ď2Ʋs^j
















図 26  XPC のヘテロクロマチン局在は DNA結合活性に依存しない 
 XPC.͇ɜĹĎ2 DNAʨĘȰƞFȒǉ XPC W690SŇɥ¿+CC EGFPF
˞ĘjLK^zTdFɞ	& Xpc-/--MEFʤˁ'ŗŚɪə ʤˁFĲ
ŚƏȓƲ¿(&Ʋs^j H3K9me3 Ʋ¿Fɞ	&Þɦ˝ÝȀˎFˠ	Alexa 
























図 27 XPC のヘテロクロマチン局在は動的である 
 EGFP-XPC Ď2 DsRm-HP1!Fâ+ŗŚɪəB Xpc-/--MEF ʤˁFɞ	&FRAP ˳
ǻFˠ# EGFP-XPC Ď2 DsRm-HP1!â+ŬĵByhTfͭĻFĜ:
ĭ˲Ɖ.ͭĻ+[FɍŨ&˝ÝF˩ˎ.Ə.˝ÝĮƓF 1.56 ʆȡ+
ʟ 40ʆ͏dKx^˱ţFˠ# ˩ ˎͭĻã.yhTfͭĻ+äƉ.ROI
F˹Ś˩ˎɰô(˩ˎɰƏ.˝ÝƇſ.ŴF 100%(&˝ÝƇſ.ʧǥŇĂF
UvĂ ñ+˩ˎͭĻň+ęƉ. ROI F˹Ś.ͭĻ.˝ÝƇſ.ʧǥŇ
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図 28 マウス細胞における局所紫外線照射後の XPC の局在 
 EGFP-XPCFŗŚɪəB Xpc-/--MEFʤˁFɞ	œƌ 5 !m.IKb~Iw
vJdF̩& 200 J/m2.ʣňʰFɍŨ ɍŨ 30íƏ.ʤˁFĲŚ˝








図 29 マウス細胞における紫外線全体照射直後の 6-4PP の分布 
 EGFP-XPCFŗŚɪəB Xpc-/--MEFʤˁFɞ	ʣňʰ 20 J/m2Fʤˁá¿4ɍŨ
 ɍŨɰƏ+ʤˁFĲŚȓƲ¿(&Ʋ 6-4PPƲ¿Fɞ	 Þɦ˝ÝȀˎF
ˠ# Alexa Fluor 594ȍ̉¥ȓƲ¿( DAPI+?B DNA.ȀˎÙFâɋɉ[
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